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Встановлено збiльшення експресiї протеїну VEGF й VEGFR-2 у товстiй кишцi мишей
iз спонтанно виникаючим хронiчним виразковим колiтом на фонi дефiциту iнтерлей-
кiну-10. Це пiдвищення було асоцiйоване: зi збiльшенням загального рiвня протеїну Src
та його активацiєю; з пiдвищенням рiвня фосфорилювання Akt на фонi незмiнного рiвня
експресiї загального протеїну; зi зниженням ступеня фосфорилювання Erk 1/2 за умов
незмiнної експресiї загальних протеїнiв Erk 1/2. Зроблено висновок про провiдну роль
VEGF/VEGFR-2-асоцiйованих шляхiв трансдукцiї сигналу (Src, Akt), що опосередкову-
ють збiльшення проникностi кровоносних судин, при хронiчному перебiгу експеримен-
тального виразкового колiту.
Фактор росту кровоносних судин (VEGF) належить до родини глiкопротеїнiв, яка у ссав-
цiв складається з п’яти членiв: VEGF-А, -В, -C, -D та фактора росту плаценти. Форма
А — найкраще вивчена, вона вiдiграє центральну роль у регуляцiї ангiогенезу (формування
нових кровоносних судин) [1]. Численнi дослiдження in vivo й in vitro, в яких моделюва-
ли рiвень експресiї рецепторiв VEGFR-1 й VEGFR-2, показали провiдну роль VEGFR-2
в опосередкуваннi дiї VEGF на процеси фiзiологiчного та патологiчного ангiогенезу [2, 3].
Активацiя рецепторiв 2 типу VEGF призводить до його димеризацiї, аутофосфорилювання
по тирозинових залишках (Tyr 951, Tyr 1175, Tyr 1214) i запуску рiзних шляхiв трансдукцiї
сигналу, якi опосередковують вплив фактора росту на пролiферацiю, мiграцiю, вижива-
ння ендотелiальних клiтин та проникнiсть кровоносних судин. VEGFR-2-опосередкована
активацiя позаклiтинних сигнально-регулювальних кiназ (MAPK/Erk 1/2) спричинює про-
лiферацiю та мiграцiю ендотелiальних клiтин [4]. Через активацiю Src- й Akt-шляхiв здiйс-
нюється вплив на проникнiсть кровоносних судин [5, 6]. Крiм того, Akt-шлях бере участь
у VEGFR-2-опосередкованiй дiї на виживання та пролiферацiю ендотелiальних клiтин [5, 7].
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Виразковий колiт характеризується неспецифiчним iмунним запаленням i виразками
стiнки кишечнику з частими рецидивами та хронiчним перебiгом хвороби. Пiдвищений рi-
вень експресiї VEGF й VEGF-рецепторiв у патогенезi виразкового колiту був показаний
клiнiчними та експериментальними дослiдженнями [8, 9]. Бiльш того, блокада активностi
VEGF [8, 9] й VEGFR-2 [10] справляла лiкувальну дiю на експериментальних моделях ви-
разкового колiту.
VEGF на вiдмiну вiд iнших проангiогенних факторiв росту, поряд iз стимуляцiєю пролi-
ферацiї та мiграцiї ендотелiальних клiтин, що сприяє формуванню грануляцiйної тканини
та загоєнню виразок [11], є потужним стимулятором проникностi кровоносних судин i, як
наслiдок, спричинює хронiзацiю запального процесу, збiльшення iнфiльтрацiї лейкоцитiв
та затримку загоєння виразок [8]. Зважаючи на сказане вище, ми припустили, що за умов
хронiчного перебiгу виразкового колiту переважають VEGFR-2-активованi шляхи транс-
дукцiї сигналу, якi вiдповiдають за VEGF-викликану проникнiсть кровоносних судин. Для
перевiрки цього припущення нами дослiджено рiвень активацiї основних VEGFR-2-опосе-
редкованих шляхiв MAPK/Erk 1/2 та Akt, Src при спонтанно виникаючому хронiчному
виразкового колiтi у мишей з вiдсутнiм геном до антизапального цитокiну iнтерлейкiну-10
(IЛ-10−/− мишi).
Дефiцит антизапального цитокiну IЛ-10 викликає спонтанний розвиток виразково-
го колiту у мишей, який за клiнiчними та морфологiчними ознаками вiдповiдає основ-
ним критерiям розвитку даної патологiї. Ми використовували IЛ-10−/− мишей-самцiв
(B6.129P2-Il10 tm1Cgn/J) у вiцi 12 тижнiв, виведених на основi лiнiї C57BL6 (The Jackson
Laboratory, США). Контролем слугували iнтактнi мишi лiнiї C57BL6 у вiцi 12 тижнiв. Ми-
шей умертвляли шляхом iнгаляцiї з СО2 та подальшою цервiкальною дислокацiєю, вида-
ляли товсту кишку вiд анального отвору до слiпої кишки та вiдразу занурювали в рiдкий
азот. Концентрацiю загального бiлка визначали методом Бредфорда з використанням на-
бору “Bio-Rad” для бiлкового аналiзу (Bio-Rad, США), експресiю бiлкiв — методом Вестерн
блот з використанням первинних антитiл проти VEGF (1 : 500), VEGFR-2 (1 : 200), Erk 1
(1 : 500), Erk 2 (1 : 500), Src (1 : 500) (Santa-Cruz Biotech., США) та Akt (1 : 500) (Cell sig-
naling, США). Для визначення ступеня активацiї VEGFR-2-асоцiйованих сигнальних шля-
хiв було вимiряно експресiю фосфорильованого Erk (рErkTyr204), Src (pSrcTyr416) (1 : 500),
(Santa-Cruz Biotech., США) та Akt бiлка (pAktSer473) (1 : 500) (Cell signaling, США). Вiзуа-
лiзацiю Вестерн блот проводили ECL-реагентом (Amersham Biosciences, США). Результати
не менше трьох рiзних експериментiв пiддавали аналiзу за допомогою програми Phoretix1D.
Статистичну обробку результатiв проводили за t тестом Стьюдента. Данi представленi у ви-
глядi M ± σ i n — кiлькiсть тварин у групi. Статистично значущою для всiх показникiв
вважали рiзницю p 6 0,05.
У першiй частинi наших дослiджень було перевiрено рiвень експресiї бiлка VEGF й
VEGFR-2 у слизовiй оболонцi товстої кишки IЛ-10−/− мишей. Як видно з рис. 1, експресiя
VEGF протеїну значно збiльшується у IЛ-10−/− мишей у вiцi 12 тижнiв порiвняно з по-
казниками в iнтактних мишей тiєї самої вiкової групи (p 6 0,01). Ген VEGF-A мiстить
дiлянку, чутливу до гiпоксiї в положеннi 5′ та 3′ UTR, тому змiни в оксигенацiї тканини
викликає швидке та стабiльне збiльшення експресiї VEGF [12]. Численими клiнiчними та
експериментальними дослiдженнями показано зниження оксигенацiї епiтелiальних клiтин
товстої кишки в патогенезi запальних захворювань кишечнику [13], що може бути при-
чиною постiйного синтезу VEGF та сприяти його патогенетичнiй дiї. Так, у трансгенних
мишей, якi мали пiдвищену експресiю VEGF у рiзних тканинах, новоутворенi кровоноснi су-
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Рис. 1. Експресiя VEGF, VEGFR-2 та ступiнь активацiї VEGFR-2-асоцiйованих шляхiв трансдукцiї сигна-
лу в слизовiй оболонцi товстої кишки при спонтанно виникаючому виразковому колiтi в IЛ-10−/− мишей
вiком 12 тижнiв (2, 2А, 2Б) у порiвняннi з iнтактними мишами (контроль: 1, 1А, 1Б).
Вестерн блотинг. А — рiвень експресiї загального протеїну; Б — рiвень експресiї фосфорильованої форми.
n = 5.
Вiдносно вiдповiдної контрольної групи: * — p 6 0,05; ** — p 6 0,01; *** — p 6 0,001
дини характеризувались пiдвищеною проникнiстю, порушенням структури та надзвичайно
збiльшеним просвiтом судин [14]. Аналогiчно до рiвня експресiї VEGF протеїну, експре-
сiя VEGFR-2 протеїну також вiрогiдно збiльшувалась у слизовiй оболонцi товстої кишки
IЛ-10−/− мишей (p 6 0,001).
Оскiльки ефекти VEGF на ендотелiальнi клiтини опосередковуються через рiзнi
VEGFR-2-активованi внутрiшньосигнальнi каскади, наступним етапом наших дослiджень
було визначення ступеня їх активацiї при хронiчному виразковому колiтi в IЛ-10−/− мишей.
В наших дослiдженнях рiвень експресiї загальних протеїнiв Erk 1 й Erk 2, активацiя яких
призводить до пролiферацiї, мiграцiї ендотелiальних клiтин [4], був однаковим в iнтактних
та IЛ-10−/− мишей усiх вiкових груп. Однак рiвень фосфорилювання цих протеїнiв знач-
но зменшувався в IЛ-10−/− мишей в порiвняннi з iнтактними мишами вiдповiдної вiкової
групи.
Рiвень експресiї загального протеїну Akt, активацiя якого опосередковує вплив VEGF на
виживання ендотелiальних клiтин та проникнiсть кровоносних судин, був також однаковим
в iнтактних та IЛ-10−/− мишей. Рiвень фосфорилювання цього протеїну в IЛ-10−/− мишей
був вищим у порiвняннi з iнтактними мишами.
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У попереднiх дослiдженнях на моделi хiмiчно-викликаного колiту в щурiв, було пока-
зано провiдну роль Src-протеїнкiназ у регуляцiї проникностi кровоносних судин слизової
оболонки товстої кишки при данiй патологiї [15]. Розвиток виразкового колiту в IЛ-10−/−
мишей асоцiюється як зi збiльшенням експресiї загального протеїну Src-протеїнкiназ, так i
з пiдвищенням рiвня його фосфорилювання.
Таким чином, нами вперше було проведене дослiдження рiвня активацiї VEGFR-2 —
асоцiйованих внутрiшньоклiтинних сигнальних шляхiв за умов розвитку спонтанно вини-
каючого виразкового колiту в IЛ-10−/− мишей. Показано переважання активацiї Src-про-
теїнкiназ, якi вiдiграють центральну роль у VEGF/VEGFR-2-опосередкованому збiльшен-
нi проникностi кровоносних судин. Фосфорилювання протеїну Akt, який також частко-
во опосередковує дiю VEGF на проникнiсть кровоносних судин i значною мiрою зумов-
лює їх виживання, було теж збiльшене, але меншою мiрою. Навпаки, рiвень активацiї
Erk 1/2 був знижений в IЛ-10−/− мишей. Отже, можна зробити висновок про провiд-
ну роль VEGF/VEGFR-2-асоцiйованих шляхiв трансдукцiї сигналу, що опосередковують
збiльшення проникностi кровоносних судин, при хронiчному перебiгу експериментального
виразкового колiту.
Роботу виконано в рамках програм фонду Цивiльних дослiджень розвитку США, за договором
М/203–2009.
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Activation of VEGF/VEGFR-2-associated signal transduction pathways
during experimental ulcerative colitis
We demonstrate the increased protein expression of VEGF and VEGFR-2 in colonic tissue of IL-10
knockout mice (IL-10−/− mice) with spontaneously developed ulcerative colitis. It is associated with
increased levels and the phosphorylation of Src kinase. We found no diﬀerence in levels of Akt, while
levels of phosphorylation were higher in IL-10−/− vs. wild type mice. Levels of Erk1/2 expression
were similar in wild type and IL-10−/− mice. But the levels of phosphorylation were signiﬁcantly
decreased in IL-10−/− vs. wild type mice. We concluded that VEGF/VEGFR-2-associated signal
transduction pathways (Src, Akt) that mediate the increased vascular permeability play a central
role in the perpetuation of experimental ulcerative colitis.
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